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ＴＮＦα促进内皮源性微体的数量与ＩＣＡＭ１表达
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摘要：目的　 探讨高张应变调控的肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）对内皮源性微体（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＥＭＰｓ）数量与表面细胞间黏附分子１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）表达的作用。
方法　 采用Ｆｌｅｘｅｒｃｅｌｌ细胞张应变加载系统对大鼠胸主动脉内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）分别施加５％（模拟正
常生理状态）和１８％（模拟高血压状态）幅度的周期性张应变，加载频率均为１． ２５ Ｈｚ，加载持续时间为２４ ｈ，实时
ＰＣＲ检测不同幅度张应变条件下ＥＣｓ的ＴＮＦα ｍＲＮＡ表达水平。之后应用ＴＮＦα刺激大鼠胸主动脉ＥＣｓ，收集上
清液，超速离心提取得到内皮源性微体（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＥＭＰｓ）；用亲脂性苯乙烯基（ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｓｔｙｒｙｌ）以及
透射电镜对ＥＭＰｓ进行形态鉴定；流式细胞术对ＴＮＦα刺激产生的Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ阳性ＥＭＰｓ进行计数，并检测ＥＭＰｓ
表面ＩＣＡＭ１的表达。结果　 与５％正常张应变组相比，１８％高张应变条件下ＥＣｓ的ＴＮＦα表达水平显著上升。
ＴＮＦα能够显著上调ＥＣｓ产生Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ阳性的ＥＭＰｓ数量，且ＴＮＦα刺激ＥＣｓ产生的ＥＭＰｓ表面ＩＣＡＭ１表达量
显著增加。结论　 高张应变条件下ＥＣｓ高表达ＴＮＦα可能介导了ＥＭＰｓ产生和表面ＩＣＡＭ１高表达。研究结果为
后续探讨ＥＭＰｓ在血管重建力学生物学机制中的作用提供新的实验证据。
关键词：内皮细胞；内皮源性微体；肿瘤坏死因子α；周期性张应变；细胞间黏附分子１
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　 　 内皮源性微体（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，
ＥＭＰｓ）是由活化或凋亡的内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）产生、直径为０． １ ～ １ μｍ的小颗粒［１］。
近年来，ＥＭＰｓ在细胞间生物信息传递以及心血管
疾病发病过程中的作用逐渐引起重视。体内条件
下，ＥＣｓ除受到血流切应力作用外，还受到血管周期
性张应变（ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒａｉｎ）的作用。研究表明，生理状
态下体内大动脉所受周向张应变为５％ ～ １０％。然
而，在高血压状态下动脉所受周向张应变升高至
１５％以上［２］。正常张应变能够维持ＥＣｓ正常的表
型，抑制ＥＣｓ凋亡［３］，并促进ＥＣｓ存活与管状结构
生成［４］；而高张应变条件下，ＥＣｓ的这些功能会发生
紊乱，从而诱导血管重建。

研究表明，在高血压和动脉粥样硬化等心血管
疾病发病过程中，ＥＣｓ表面蛋白如细胞间黏附分子１
（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）、血
管细胞黏附分子１（ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ１，
ＶＣＡＭ１）等表达上调［５］，诱导血管组织局部炎症反
应，从而参与血管重建。然而，异常增高的周期性张
应变调控的血管炎性因子———肿瘤坏死因子α
（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦα）对ＥＭＰｓ产生及其表
面蛋白ＩＣＡＭ１表达的作用尚不清楚。

本课题组首先检测不同幅度周期性张应变对
ＴＮＦα表达的作用。在此基础上，以ＴＮＦα刺激
ＥＣｓ产生的ＥＭＰｓ作为研究对象，建立ＥＭＰｓ提取鉴
定方法，观察ＥＭＰｓ数量与表面ＩＣＡＭ１表达的变
化，为后续从ＥＭＰｓ的角度探讨血管重建力学生物
学机制奠定方法学基础和新的实验证据。
１　 材料和方法
１． １　 内皮细胞培养与鉴定
　 　 采用酶消化法原代培养大鼠胸主动脉ＥＣｓ［６］。
使用血管性血友病因子（ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ，
ｖＷＦ）抗体（１ ∶ ２００，Ｄａｋｏ公司）对ＥＣｓ胞浆内ｖＷＦ

进行免疫荧光染色，阳性率大于９５％的ＥＣｓ用于后
续实验。
１． ２　 周期性张应变加载［７］

　 　 选用２ ～ ４代ＥＣｓ，按照３ × １０５ ／孔的密度种植
在Ｆｌｅｘｅｒｃｅｌｌ ６孔培养板中。当ＥＣｓ达到８０％左右
融合度时，用Ｍ１９９基础培养液同步化细胞２４ ｈ，并
应用ＦＸ４０００Ｔ细胞张应变加载系统对ＥＣｓ分别施
加不同拉伸幅度（５％、１８％）的周期性张应变２４ ｈ，
频率均为１． ２５ Ｈｚ。
１． ３　 ＴＮＦα刺激内皮细胞
　 　 ２ ～ ４代ＥＣｓ按照２ × １０５ ／孔的密度种植于６孔
板中。当ＥＣｓ达到８０％左右融合度时，用Ｍ１９９基
础培养液同步化细胞２４ ｈ。１０ μｇ ／ Ｌ ＴＮＦα刺激
ＥＣｓ １２或２４ ｈ。收集培养液提取ＥＭＰｓ。对照组加
入等体积无菌去离子水。
１． ４　 内皮源性微体提取、冻存与复苏
１． ４． １ 　 收集细胞培养液　 收集ＥＣｓ培养液置于
５０ ｍＬ的超速离心管中，３ ０００ ｇ、４ ℃离心３０ ｍｉｎ，去
除细胞碎片。收集离心后的上清，２０ １００ ｇ、４ ℃离
心９０ ｍｉｎ，离心后去除上清得到ＥＭＰｓ沉淀。
１． ４． ２　 ＥＭＰｓ冻存［８］　 将收集得到的ＥＭＰｓ快速放
到液氮中２０ ～ ３０ ｓ，随即立刻放入－ ８０ ℃的冰箱中
长期储存。取用时将冻存管立刻放置于３７ ℃水浴
锅中进行复苏。
１． ５　 内皮源性微体膜染色、透射电镜及Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ

染色鉴定
１． ５． １　 ＥＭＰｓ膜染色鉴定　 １００ μＬ浓度为５ ｍｇ ／ Ｌ
的亲脂性苯乙烯基（ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｓｔｙｒｙｌ）染色工作液中
重悬ＥＭＰｓ，放置冰上染色１ ｍｉｎ。染色后的ＥＭＰｓ
溶液滴到载玻片上，即刻在荧光显微镜下拍照观察。
１． ５． ２　 透射电镜鉴定［８］　 ① １． ５％戊二醛中固定
１２ ｈ，２０ １００ ｇ离心９０ ｍｉｎ；② ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸缓冲
溶液（ＰＢ）重悬清洗ＥＭＰｓ，离心去除上清，重复清洗
３次；③明胶固定后将明胶块切成１ ｍｍ薄片放入
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戊二醛１２ ｈ；④ ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢ，４ ℃漂洗３次，每次
１５ ｍｉｎ；⑤将ＰＢ吸干净，加入等体积１％锇酸，４ ℃
孵育１ ｈ；⑥吸去锇酸，ＰＢ漂洗３次，每次１５ ｍｉｎ；
⑦吸去０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢ，加入等体积５０％乙醇，４ ℃
放置１０ ｍｉｎ，加入２％醋酸铀，４ ℃放置１． ５ ｈ；⑧吸
去醋酸铀，依次加入７０％、９０％乙醇和９０％乙醇／
９０％丙酮混合液（１ ∶ １），４ ℃逐级脱水，之后加入
２ ｍＬ的１００％丙酮室温１０ ｍｉｎ；⑨环氧树脂与丙酮
按照１∶ １混合，室温１ ｈ。吸去后按２∶ １再次加入，摇
床过夜。约１２ ｈ后置换成纯树脂液，３ ｈ后再置换
１次。４ ｈ后将样品与纯树脂混合液倒入固定器上，
６０ ℃烘箱４８ ｈ；⑩切片、电镜拍照。
１． ５． ３　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ染色鉴定［９］　 将２０ μＬ ＥＭＰｓ重
悬液加入到１００ μＬ含钙离子（Ｃａ２ ＋）的Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
ＦＩＴＣ染色液，轻弹管底充分混匀，避光置于室温染
色结合１５ ～ ２０ ｍｉｎ，即刻进行流式测定。由于
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ的结合需要Ｃａ２ ＋，故以不含Ｃａ２ ＋ 的
Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ染色液作为对照组［９］。
１． ６　 内皮源性微体染色计数与表面ＩＣＡＭ１表达

量检测
１． ６． １　 染色计数［９］　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ染色后的ＥＭＰｓ悬
液中加入直径为２． ５ μｍ的尼罗红荧光微球（Ｎｉｌｅ
ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ）（１∶ １０ ０００）作为内参，应用
流式细胞仪进行相对计数。
１． ６． ２　 ＩＣＡＭ１表达量测定［９］　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ染色后
的ＥＭＰｓ悬液中加入４ μＬ的ＩＣＡＭ１ＰＥ，室温避光
孵育３０ ｍｉｎ，２０ １００ ｇ离心３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗１遍后
离心得到Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＩＣＡＭ１双荧光标记ＥＭＰｓ，流
式细胞仪检测ＥＭＰｓ的ＩＣＡＭ１表达量。以ＩＣＡＭ１
蛋白的同型抗体染色作为阴性对照。
１． ７　 不同张应变条件ＴＮＦα ｍＲＮＡ表达量测定
　 　 采用荧光定量ＰＣＲ检测ＥＣｓ的ＴＮＦα ｍＲＮＡ
表达量。ＴＮＦα引物序列如下：

正向引物
３’ＧＣＴＣ ＣＣＴＣ ＴＣＡＴ ＣＡＧＴ ＴＣＣＡ５’
反向引物
３’ＧＣＴＴ ＧＧＴＧ ＧＴＴＴ ＧＣＴＡ ＣＧＡＣ５’

以ＧＡＰＤＨ管家基因为内参。ＰＣＲ反应具体程序如
下：９５ ℃预变性１ ｍｉｎ；９５ ℃变性３０ ｓ，６１ ℃退火
３０ ｓ，７２ ℃延伸４５ ｓ，共３０个循环。
　 　 ＴＮＦα ＰＣＲ扩增产物送至生工生物工程（上

海）股份有限公司进行Ｓａｎｇｅｒ测序。经美国国立生
物技术信息中心（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）比对确定该段ＤＮＡ序列为大鼠
的ＴＮＦα ｍＲＮＡ，且位于编码区（ＣＤＳ）区域。
１． ８　 统计学分析
　 　 所得结果采用均数±标准差形式表示。当数据
服从正态分布，采用ｔｔｅｓｔ双尾检验比较２组数据间
的统计学差异；当不服从时，采用Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检
验。所有实验均重复３次及以上，Ｐ ＜ ０． ０５表示差
异具有统计学意义。
２　 结果
２． １　 不同张应变条件下ＥＣｓ的ＴＮＦα表达
　 　 应用Ｆｌｅｘｅｒｃｅｌｌ细胞张应变加载系统对大鼠胸
主动脉ＥＣｓ分别施加５％（模拟正常生理状态）和
１８％（模拟高血压状态）幅度的周期性张应变，在
ＴＮＦα ＰＣＲ产物测序结果一致的基础上，检测不同
幅度张应变加载对ＥＣｓ的ＴＮＦα ｍＲＮＡ表达水平
的影响。结果显示，与５％张应变相比，１８％高张应
变条件下ＴＮＦα ｍＲＮＡ水平显著上升，说明高张应
变明显促进了ＥＣｓ的ＴＮＦα表达（见图１）。

图１　 不同张应变条件下ＴＮＦα ｍＲＮＡ表达变化
（ｎ ＝３，Ｐ ＜０． ０５）

Ｆｉｇ． １ 　 ＴＮＦα ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｙｃｌｉｃ
ｓｔｒａｉｎ

２． ２　 ＥＣｓ产生ＥＭＰｓ的鉴定
２． ２． １　 ＥＭＰｓ膜特异性染色鉴定　 应用亲脂性苯乙
烯基与脂质双分子膜特异性结合的原理对ＥＣｓ所
产生的ＥＭＰｓ进行染色拍照鉴定。结果显示，低倍
镜下ＥＭＰｓ呈红色荧光，即提取的ＥＭＰｓ呈亲脂性苯
乙烯基染色阳性［见图２（ａ）］。１００倍油镜下可以
看到ＥＭＰｓ膜结构着色明显［见图２（ｂ）］。该结果
初步展示了ＥＭＰｓ的结构。
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图２　 ＥＭＰｓ经亲脂性苯乙烯基染色结果
Ｆｉｇ． ２　 Ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃ ｓｔｙｒｙｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＭＰｓ

２． ２． ２　 透射电镜鉴定　 应用透射电镜拍照对提取
到的ＥＭＰｓ进行形态观察（见图３）。通过标尺定量
分析提取到的ＥＭＰｓ，其直径为０． １ ～ １ μｍ，符合
ＥＭＰｓ大小特性。由于明胶包被等原因，可能使
ＥＭＰｓ膜结构受到一定的损伤。该结果进一步证明
了本研究中ＥＭＰｓ提取方法的可行性。

图３　 透射电镜下ＥＭＰｓ的结构　 （ａ）放大２３ ０００倍，（ｂ）放大
４９ ０００倍，（ｃ）放大１２０ ０００倍，（ｄ）放大２５０ ０００倍

Ｆｉｇ． ３　 ＥＭＰｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

（ａ）Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ × ２３ ０００，（ｂ）Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ × ４９ ０００，
（ｃ）Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ × １２０ ０００，（ｄ）Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ × ２５０ ０００

２． ２． ３　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ染色鉴定　 ＥＭＰｓ产生过程中表
面具有磷酯酰丝氨酸（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ，ＰＳ），根据
ＰＳ与Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ特异性结合原理，对提取到的ＥＭＰｓ
进行Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ染色鉴定。首先采用直径为１． １ μｍ
的乳胶微球（Ｌａｔｅｘ ｂｅａｄｓ）对ＥＭＰｓ大小进行定位，
门框１（ｒｅｇｉｏｎ １，Ｒ１）中的聚群团为１． １ μｍ的乳胶
微球，门框２（ｒｅｇｉｏｎ ２，Ｒ２）中的聚群团为２． ５ μｍ
的荧光微球。由于ＥＭＰｓ的直径小于１． １ μｍ，故以
１． １ μｍ乳胶微球的聚群便可画出流式检测ＥＭＰｓ
的门，即门框３（ｒｅｇｉｏｎ ３，Ｒ３）（见图４）。

图４　 流式细胞仪确定ＥＭＰｓ检测范围
Ｆｉｇ． ４　 ＥＭＰｓ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

　 　 由于Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ与ＰＳ结合需要Ｃａ２ ＋存在，故采
用无Ｃａ２ ＋的染色液作为对照。散点图显示有无
Ｃａ２ ＋染色条件下ＥＭＰｓ都出现了很好的聚团；无
Ｃａ２ ＋对照组ＡｎｎｅｘｉｎＶ染色阳性率为７． ９３％［见图５
（ａ）］，有Ｃａ２ ＋ 条件下Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ染色效率达到
７３． ５％［见图５（ｂ）］。上述结果表明，本实验中提
取到的大部分ＥＭＰｓ表面具有ＰＳ，符合ＥＭＰｓ表面
具有ＰＳ这一特性。该结果也再次证明本研究中
ＥＭＰｓ提取方法的可行性。

（ａ）无Ｃａ２ ＋存在条件 （ｂ）有Ｃａ２ ＋存在条件
图５　 ＥＭＰｓ经Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ染色鉴定散点图
Ｆｉｇ． ５ 　 Ｓｃａｔｔｅｒ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＥＭＰｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ

ｓｔａｉｎｉｎｇ　 （ａ）Ｗｉｔｈｏｕｔ ｃａｌｃｉｕｍ，（ｂ）Ｗｉｔｈ ｃａｌｃｉｕｍ

２． ３　 ＴＮＦα作用于内皮细胞产生ＥＭＰｓ数量变化
　 　 由于１８％病理性高张应变明显促进了ＥＣｓ的
ＴＮＦα表达，故应用ＴＮＦα静态刺激实验，探讨增
加的ＴＮＦα对ＥＭＰｓ产生及表面分子的作用。采用
直径为２． ５ μｍ的尼罗红荧光微球（１∶ １０ ０００）作为
内标，每组实验都以采集１００个２． ５ μｍ尼罗红荧光
微球作为参照，从而对ＥＣｓ所产生的Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ阳
性ＥＭＰｓ进行相对计数。结果显示，与无ＴＮＦα对
照组相比，ＴＮＦα刺激条件下产生的Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ阳
性ＥＭＰｓ数量显著上升（见图６）。
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图６　 ＴＮＦα刺激ＥＣｓ所产生的Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ阳性ＥＭＰｓ数量变化　
（ａ）对照组（无ＴＮＦα）ＥＭＰｓ的Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ染色散点图，
（ｂ）ＴＮＦα刺激组ＥＭＰｓ的Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ染色散点图，
（ｃ）ＴＮＦα刺激组ＥＣｓ产生的Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ阳性ＥＭＰｓ数量显著
上升（ｎ ＝ ３，Ｐ ＜ ０． ０５）

Ｆｉｇ． ６　 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＥＭＰｓ ｉｎ ＥＣｓ ｕｎｄｅｒ

ＴＮＦα ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ 　 （ａ） Ｓｃａｔｔｅｒ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＥＭＰｓ ｗｉｔｈｏｕｔ
ＴＮＦα ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ

（ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ），（ｂ）Ｓｃａｔｔｅｒ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＥＭＰｓ ｕｎｄｅｒ ＴＮＦα
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ｓｔａｉｎｉｎｇ （ＴＮＦα ｓｔｉｍ
ｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ），（ｃ）Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＥＭＰｓ ｉｎ ＥＣｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ＴＮＦα ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

２． ４　 ＴＮＦα刺激内皮细胞所产生内皮源性微体表
面ＩＣＡＭ１表达变化

　 　 应用Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ与ＩＣＡＭ１ＰＥ对ＥＭＰｓ进
行双荧光染色，流式细胞仪检测分析。ＴＮＦα刺激
下ＥＣｓ所产生的ＥＭＰｓ表面ＩＣＡＭ１阳性百分比
（散点图右上象限）为４２． ５％，与对照组（２２． ０％）
相比显著上升（见图７），表明ＴＮＦα刺激下ＥＣｓ产
生的ＥＭＰｓ能够高表达ＩＣＡＭ１，提示ＥＭＰｓ可能作
为ＩＣＡＭ１的载体进行细胞间信息的传递。
３　 讨论
　 　 早期研究认为，微体（ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＰｓ）是细
胞产生的无功能碎片。近年来研究表明，多种细胞
来源的ＭＰｓ均具有在细胞间交换生物信息的功
能［１０］，通过转移ＭＰｓ表面蛋白、表面脂质、内部蛋
白、ｍＲＮＡ、ｍｉｃｒｏＲＮＡ，调控靶细胞的功能。ＭＰｓ的
生物功能与其来源细胞的状态以及所携带的内含物
具有密切关系［１１］。体内和体外研究均表明，ＥＭＰｓ
作为ＥＣｓ来源的ＭＰｓ，其数量在多种病理条件下显

图７　 ＴＮＦα刺激条件下ＥＭＰｓ表面ＩＣＡＭ１阳性百分比变化　
（ａ）对照组（无ＴＮＦα）ＥＭＰｓ双染色散点图，（ｂ）ＴＮＦα刺激
组ＥＭＰｓ双染色散点图，（ｃ）ＴＮＦα刺激组ＥＭＰｓ表面ＩＣＡＭ１
阳性百分比显著上升（ｎ ＝ ３，Ｐ ＜ ０． ０５）

Ｆｉｇ． ７ 　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＩＣＡＭ１ ｉｎ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ

ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＥＭＰｓ ｕｎｄｅｒ ＴＮＦα ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ 　 （ａ） Ｓｃａｔｔｅｒ
ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＥＭＰｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ＴＮＦα ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ
ＩＣＡＭ１ＰＥ ａｎｄ Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ （ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ），（ｂ）Ｓｃａｔｔｅｒ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＥＭＰｓ ｕｎｄｅｒ ＴＮＦα ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＩＣＡＭ１ＰＥ ａｎｄ Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ

ｏｆ ＥＭＰｓ （ＴＮＦα ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ），（ｃ）Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＩＣＡＭ１ ｉｎ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＥＭＰｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＴＮＦα ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

著增加［１２１３］。因此，ＥＭＰｓ在细胞间生物信息传递
以及心血管疾病发病过程中的作用逐渐引起重视。
本研究首先检测模拟高血压状态的高周期性高张应
变对ＥＣｓ的ＴＮＦα表达的作用，结果显示周期性高
张应变显著上调ＥＣｓ的ＴＮＦα表达。之后探讨增
加的ＴＮＦα对ＥＣｓ产生ＥＭＰｓ数量及表面ＩＣＡＭ１
表达的影响。本研究建立了ＥＭＰｓ提取、鉴定方法，
为今后从ＥＭＰｓ角度深入研究血管重建力学生物学
机制奠定基础。
　 　 在应用离心法体外提取细胞培养液中ＥＭＰｓ的
参数选择上，不同室验室使用的离心力大小以及时
间目前并无统一标准。有研究报道，提取ＥＭＰｓ要
施加大于２０ ０００ ｇ离心力，作用３０ ｍｉｎ［１１］；也有实
验室采用１００ ０００ ｇ离心９０ ｍｉｎ［１４］，或者２０ ５００ ｇ
离心９０ ｍｉｎ［１５］，１００ ０００ ｇ离心１ ｈ［８］等提取ＥＭＰｓ。
本课题组根据本实验室培养液的密度进行离心力与

９８３
吴垒磊，等． ＴＮＦα促进内皮源性微体的数量与ＩＣＡＭ１表达
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离心时间的选择。经过亲脂性苯乙烯基膜染色、透
射电镜以及流式细胞仪对上述离心条件下获取的
ＥＭＰｓ进行鉴定，结果证实采用２０ １００ ｇ、４ ℃离心
９０ ｍｉｎ的方法可将５０ ｍＬ培养液中ＥＭＰｓ成功沉淀
提取。

血液中ＭＰｓ来源广泛，包括血小板源性微体
（ｐｌａｔｅｌｅｔ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＰＭＰｓ）、白细胞源性微体
（ｌｅｕｋｏｃｙｔｉｃ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＬＭＰｓ）、ＥＭＰｓ［１２］等。它们
结构相似，能够随着血液循环而分布到全身。血液
中不同ＭＰｓ可通过不同抗体组合染色进行来源鉴
定：ＥＭＰｓ 鉴定标记为血小板内皮细胞黏附分
子１ ＋ ／ ＣＤ４１或ＣＤ１４４ ＋， ＰＭＰｓ 为ＰＥＣＡＭ１ ＋ ／
ＣＤ４１ ＋，ＬＭＰｓ则为ＣＤ４５ ＋［１６］。根据这些表面蛋白
可对血液中不同细胞来源的ＭＰｓ进行分类与计数。
而体外培养ＥＣｓ产生的ＥＭＰｓ，由于ＭＰｓ来源的单
一性，可采用磷酯酰丝氨酸（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ，
ＰＳ）［１７］对其进行计数。研究表明，细胞处于激活或
凋亡状态下，细胞表面都会出现ＰＳ外翻现象，同样
这种特性也出现在它们所产生的ＭＰｓ上［１８］。本研
究通过与ＰＳ特异性结合的Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ染色，对ＥＣｓ
产生的ＥＭＰｓ进行计数，结果显示ＴＮＦα刺激ＥＣｓ
产生Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ阳性的ＥＭＰｓ，并诱导其表面ＩＣＡＭ１
的高表达。

ＩＣＡＭ１是免疫球蛋白超家族中的一员，是由
ＩＣＡＭ１ 基因表达的一种细胞表面糖蛋白［１９］。
ＩＣＡＭ１主要分布于ＥＣｓ以及免疫相关的细胞中。
正常状态下ＥＣｓ表面分布少量的ＩＣＡＭ１分子，而
ＥＣｓ在白介素１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１，ＩＬ１）或ＴＮＦα刺激
下能够大量表达ＩＣＡＭ１分子［２０］，招募血液中的白
细胞，从而介导白细胞穿过ＥＣｓ层进入血管中膜，
诱发血管炎症反应以及动脉粥样硬化的发生［１５］。
ＴＮＦα通过激活转录因子ＮＦｋＢ，诱导ＥＣｓ形态变
化以及黏附分子如ＩＣＡＭ１的表达［２１］。本研究结果
显示，１８％高张应变条件下ＥＣｓ的ＴＮＦα ｍＲＮＡ表
达水平约为５％正常张应变条件下的７倍。在此基
础上，应用ＴＮＦα刺激ＥＣｓ，结果表明ＴＮＦα刺激
ＥＣｓ产生ＥＭＰｓ数量增加，且其表面高表达ＩＣＡＭ１。
本研究结果提示，高张应变可能通过诱导ＥＣｓ高表
达ＴＮＦα，从而促进ＥＭＰｓ产生和表面ＩＣＡＭ１的高
表达。然而，ＥＭＰｓ是否能够将高表达的ＩＣＡＭ１转
移到靶细胞以协助白细胞进行ＥＣｓ层穿越的发生，

不同浓度ＴＮＦα以及ＴＮＦα和周期性张应变的协
同作用对ＥＭＰｓ数量和表面ＩＣＡＭ１表达有何影响，
上述问题均有待于更为深入的研究。

综上所述，本研究成功建立了ＥＭＰｓ的提取方
法，明确了高张应变作用下ＥＣｓ高表达ＴＮＦα，而
ＴＮＦα刺激下ＥＣｓ产生ＥＭＰｓ数量与表面ＩＣＡＭ１
分子表达均显著增加。上述结果为后续以ＥＭＰｓ为
切入点探讨力学因素诱导血管重建的分子机制研究
提供新的实验证据。
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《医用生物力学》杂志征稿、征订启事
《医用生物力学》杂志由中华人民共和国教育部主管、上海交通大学主办，是国内唯一一本公开发行，以

积极反映生物力学基础研究与应用研究成果，推动国内外学术交流，促进医、生、理、工各学科相互了解和合
作为目的的学术性刊物。报道内容主要包括生物力学领域中有关力学生物学、器官组织生物力学、细胞亚
细胞分子生物力学、感觉系统生物力学、骨骼肌肉系统生物力学、航空航天生物力学、颌面口腔生物力学、呼吸
系统生物力学、康复工程生物力学、心血管系统生物力学、血液流变学、医用材料生物力学、运动医学生物力学
等的研究论文。本刊为中国科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）；美国《化学文摘》、俄罗斯《文摘杂志》、
荷兰《文摘与引文数据库》来源期刊；２０１５年入选北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》（２０１４年版）。

本刊为双月刊，每双月２５日出版，１６开本，９６页，国内统一连续出版物号ＣＮ ３１１６２４ ／ Ｒ，国际标准连续
出版物号ＩＳＳＮ １００４７２２０；定价每期１５． ００元，全年９０． ００元，由邮局向全国征订发行，邮发代号４ － ６３３。读
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来稿。
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